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Bisfenol A (BPA) je komercialno ime za 4,4'-(propan-2,2-diil)difenol, ki ga je prvič 
sintetiziral ruski kemik Alexander P. Dianin leta 1891 (Staples in sod., 1998). Uporablja se 
kot surovina pri proizvodnji številnih produktov kot so polikarbonati, epoksi smole in 
prevleke prehranskih konzerv (Eio in sod., 2015). Njegova estrogena aktivnost je že dolgo 
znana (Dodds in Lawson, 1938) in zato spada v skupino hormonskih motilcev, ki 
negativno vplivajo na endokrini sistem ljudi in živali (Tišler in sod., 2016). Je klastogen in 
mutagen v podganah (Tiwari in sod., 2012), njegovi derivati pa imajo pri ljudeh cito- in 
genotoksične učinke (Suarez in sod., 2000). Študije kažejo tudi na povezave s številnimi 
boleznimi kot so sladkorna bolezen, debelost, kardiovaskularne, respiratorne in ledvične 
bolezni, rak dojk ter spolne motnje (Eladak in sod., 2015). V okolje se, v manjših 
količinah, sprošča iz proizvodnih in predelovalnih obratov BPA (Staples in sod., 2000) ter 
iz plastike (Sajiki in Yonekubo, 2003; Liao in Kannan, 2013). Zaradi tega je prisoten v 
številnih prehranskih izdelkih, rekah in rečnih sedimentih, v zraku in v prahu (Liao in 
Kannan, 2013; Staples in sod., 2000; Fromme in sod., 2002; Fu in Kawamura, 2010; Liao 
in sod., 2012). BPA je v okolju prisoten še v posebej visokih koncentracijah v izcednih 
vodah odlagališč odpadkov, saj se tam nahajajo zelo velike količine plastike (Yamamoto in 
sod., 2001). Zaradi neželenih učinkov je Evropska komisija leta 2011 z Direktivo 
2011/8/EU prepovedala uporabo BPA v otroških stekleničkah in z Uredbo Komisije EU 
2016/2235 prepovedala njegovo uporabo pri izdelavi termalnega papirja od leta 2020 
naprej. Zato proizvajalci iščejo nadomestila, kot je npr. bisfenol F (BPF), ki se prav tako že 
pojavlja v okolju, vendar v nižjih koncentracijah (Fromme in sod., 2002; Eladak in sod., 
2015; Liao in sod., 2012; Liao in Kannan, 2013). Zaradi vedno večje uporabe plastike se v 
okolju nahajajo vedno večje količine le te. Predvidevajo, da se v oceanih nahaja med 0,27 
in 12,7 milijona ton plastike, v obliki več kot 5,25 bilijonov plastičnih kosov (Eriksen in 
sod., 2014; Jambeck in sod., 2015). Zato je zelo pomembno, da se preuči vpliv spojin, ki 
sestavljajo plastiko, na vodne organizme, še posebej na primarne proizvajalce, saj so 
temelji vodnega ekosistema. BPA inhibira rast nekaterih alg in cianobakterij, vendar lahko 
določene alge in cianobakterije BPA odstranjujejo, algno-bakterijski sistemi pa so celo 
zmožni razgraditi ves BPA v svoji okolici (Hirooka in sod., 2003; Eio in sod., 2015). 
Vpliva tudi na produkcijo klorofila a in kvantni donos fotositema II (PSII) ter na sestavo 
maščobnih kislin v celicah in na količino shranjenih ogljikovih hidratov (Eio in sod., 2015; 
Gattullo in sod., 2012; Li in sod., 2009; Liu in sod., 2010; Ji in sod., 2014). Vpliv BPF na 
primarne proizvajalce je zaenkrat še skorajda nepreučen, vendar trenutni podatki in 
podobnost kemijske strukture kažejo, da ima na primarne producente podobne vplive kot 
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1.1  NAMEN DELA 
Namen našega dela je bil ugotoviti vpliv na stopnjo rasti in strupenost (EC50) izbranih 
bisfenolov (BPA in BPF) ter na fotosintezno aktivnost (spektri fotosintezno aktivnih 
pigmentov) izbrane evkariontske mikroalge Pseudokirchneriella subcapitata, in 
prokariontske cianobakterije Synechococcus leopoliensis, s standardnim testom OECD TG 
201 ter ugotoviti, ali izbrane mikroalge in cianobakterije v času trajanja poskusa 
razgrajujejo preizkušene bisfenole. 
 
1.2  DELOVNE HIPOTEZE 
(a) Izbrani bisfenoli inhibirajo rast evkariontskih mikroalg in cianobakterij (EC50 < 10 
mg/l) 
(b) Koncentracije izbranih bisfenolov se ob prisotnosti zelenih alg ali cianobakterij po 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1  SINTEZA IN FIZIKALNO KEMIJSKE LASTNOSTI BPA IN BPF 
Bisfenol A (BPA) je komercialno ime za 4,4'-(propan-2,2-diil)difenol. Prvič ga je 
sintetiziral ruski kemik, Alexander P. Dianin, leta 1891. Nastane z združitvijo 2 molov 
fenola in 1 mola acetona, pri čemer se kot katalizator uporabljajo kisline (npr. 
koncentrirana klorovodikova ali 70 % žveplova kislina) ali kisle ionsko izmenjevalne 
smole (Neagu, 1998). Pri procesu sinteze nastajajo odpadki v obliki odpadne vode, ki 
vsebuje BPA (Staples in sod., 1998).  
 
 
Slika 1: Strukturna formula bisfenola A (Careghini in sod., 2015) 
 
Zaradi potencialno strupenih učinkov BPA in omejitev njegove uporabe za določene 
izdelke, so se začeli v industriji uporabljati nadomestki, ki so njegovi strukturni analogi, 
kot so bisfenol AF (BPAF), bisfenol AP (BPAP), bisfenol B (BPB), bisfenol E (BPE), 
bisfenol F (BPF), bisfenol P (BPP), bisfenol S (BPS), bisfenol Z (BPZ), 4-kumilfenol, 4,4'-
tiodifenol (TDP), 4,4'-dihidroksibenzenfenon (HBP), tetrabromobisfenol A (TBBPA) in 
drugi (Ike in sod., 2006; Liao in sod., 2012; Ren in sod., 2016). Bisfenol F (BPF) je eden 
izmed najpogostejših alternativ BPA (Chen in sod., 2016). Nastane pri kondenzaciji fenola 
in formaldehida, kjer se kot katalizator običajno uporablja kislina (npr. klorovodikova ali 
oksalna kislina). Pri tem nastane mešanica 2,2'-metilendifenola, 2,4'-metilendifenola in 
4,4'-metilendifenola (Jana in sod., 2005). Izmed teh je najbolj pogost 4,4'-metilendifenol, 
zato so reakcije sinteze prilagojene čim večjemu nastanku te oblike (Wang in sod., 2016). 
 
 
Slika 2: Strukturna formula bisfenola F (Cabaton in sod., 2009) 
 
 
Primerjava fizikalno kemijskih lastnosti BPA in BPF je podana v preglednici 1. 
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Preglednica 1: Fizikalno kemijske lastnosti BPA in BPF (Bisphenol …, 2014) 
Lastnost BPA BPF 
CAS številka 80-05-7 620-92-8 
IUPAC ime 4,4'-(propan-2,2-diil)difenol 4,4'-metilendifenol 
Kemijska formula (CH3)2C(C6H4OH)2 CH2(C6H4OH)2 
Molska masa 228,29 g/mol 200,23 g/mol 
Tališče 155 °C 162,5 °C 
Vrelišče 360,5 °C Sublimira 
Parni tlak 3,08x10-9 mmHg 3,7x10-7 mmHg 
Topnost v vodi 300 mg/l 190 mg/l 
Log Kow 2,2 2,91 
Log Kaw -9,427 -9,672 
pKa 9,59-11,30 7,55 
 
Glede na fizikalno kemijske lastnosti pričakujemo, da se BPA in BPF, kljub nizki topnosti, 
najpogosteje nahajata v vodi. Podatki o Kaw namreč kažejo, da je količina omenjenih 
bisfenolov v plinski fazi zanemarljiva in da se večinoma nahajajo v tekoči fazi. Vrednosti 
Kow kažejo, da se raztapljata predvsem v vodi. 
 
2.2  UPORABA BPA IN BPF 
BPA se večinoma uporablja na dva načina:  
- postopki (a), pri katerih se kemijska struktura BPA spreminja ali polimerizira in  
- postopki (b), kjer se BPA uporablja kot dodatek.  
 
BPA se najpogosteje uporablja po postopkih (a), s katerimi tvorimo polikarbonatno 
plastiko in epoksi smole ter druge manj pogoste polimere (polisulfon, poliester, 
tetrabromobisfenol A idr.). V Evropski uniji se kar 71,1 % BPA porabi za tvorbo 
polikarbonatne plastike, druga najpogostejša uporaba je proizvodnja epoksi smol, ki 
predstavlja 25 % (European…, 2010). Pri postopkih (a), zaradi nepopolne kemijske 
reakcije ali kemijske razgradnje, nastajajo ostanki monomerov BPA. Te manjše količine ne 
polimeriziranega BPA lahko difundirajo v okolje (Geens in sod., 2011). Razgradnja 
polimera ni pogosta, vendar lahko do nje pride ob povišanem pH ali temperaturi ter pri 
povišani koncentraciji ozona v vodi. Prav tako na razgradnjo vpliva starost polikarbonata 
(Mercea, 2009).  
 
Po postopku (b) se BPA uporablja predvsem pri izdelavi termalnega papirja (papirnati 
blagajniški računi, letalske vozovnice, loterijski listki idr.), polivinilklorida in drugih 
aplikacijah, kot so antioksidanti, hidravlične zavorne tekočine in pnevmatike, vendar te 
aplikacije predstavljajo manj kot 0,1 % celotne porabe BPA v Evropski uniji (Geens in 
sod., 2011; European…, 2010). Pri postopkih (b), kjer se BPA uporablja kot dodatek, 
običajno ne prihaja do nastanka kovalentnih vezi, zaradi česar se lažje sprošča v okolje 
(Geens in sod., 2011).  
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BPF se uporablja predvsem kot monomer pri proizvodnji epoksi smol in polikarbonatov za 
oblogo posod za hrano in za vodne cevi, krovne prevleke za ceste in mostove, strukturna 
lepila, prevleke in izolacijske lake (Tišler in sod., 2016). BPF epoksi smole se uporabljajo 
tudi za številne potrošniške produkte kot so laki, obloge, lepila in zobne zalivke (Rochester 
in Bolden, 2015). 
 
V preglednici 2 so podani primeri najpogostejše uporabe BPA. Ker je namen BPF v večini 
primerov nadomestiti BPA, ni podanih specifičnih primerov uporabe BPF, saj se ti v veliki 
meri prekrivajo z BPA. 
 
Preglednica 2: Primeri najpogostejše uporabe BPA (Geens in sod., 2011) 
Polimer Razred uporabe Uporaba 
Polikarbonat Plastenke in pakiranje Otroške plastenke, embalaža za 
hrano in pijačo, posode za 
mikrovalovno segrevanje 
 Gradnja Strešne kritine, zasteklitve, 
obcestni znaki, zaščitne obloge 
 Medicina in zdravstvo Kontaktne leče, dializni aparati, 
inkubatorji novorojenčkov, 
ohišja inhalatorjev 
 Naprave in izdelki za široko 
uporabo 
Hladilniki, sušilci za lase, 
električni grelci vode, mešalci 
hrane 
 Optični mediji CD, DVD 
 Avtomobilska industrija Okna, odbijači, armaturne 
plošče 
 Električna in elektronska 
oprema 
Mobilni telefoni, računalniki, 
vtikači, razdelivci 
Epoksi smole Pomorski in zaščitni premazi Morski kontejnerji, podvodni 
ladijski trupi, cevi vodovodnega 
sistema 
 Prašni premazi Avtomobilski deli, gradbene 
panele, jekleno pohištvo 
 Električna in elektronska 
oprema 
Enkapsulacija elektronskih 
delov, tiskano vezje 
 Premazi pločevink/konzerv  
 Adhezivi  
 Kompozitni material  
Polisulfon Membrane Hemodializa, ultra-čista in pitna 
voda, ločevanje plinov, 
koncentriranje hrane in pijače 
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2.3  PRISOTNOST BPA IN BPF V OKOLJU 
2.3.1 Izločanje BPA IN BPF v okolje 
Monomeri BPA se lahko sproščajo iz polikarbonatnih plastenk in jedilnega pribora ter iz 
epoksi smol, s katerimi so prevlečene notranje površine živilske embalaže. Možna je tudi 
hidroliza polimerne oblike BPA, pri čemer se ta sprošča v okolje (Hoekstra in Simoneau, 
2013). BPA se lahko sprošča iz polikarbonatne plastike v morsko vodo. Hitrost izpiranja iz 
polikarbonatnih centrifugirk je najvišja v morski vodi, nižja v rečni, najnižja pa v čisti 
vodi. To je najverjetneje posledica prisotnosti Na+ ionov, saj ti močno povečajo izpiranje 
BPA iz polikarbonatne plastike. Poleg Na+ ionov ima na izpiranje BPA iz plastike v vodo 
velik vpliv tudi temperatura; izpiranje se namreč povečuje skupaj s povečevanjem 
temperature (Sajiki in Yonekubo, 2003; López-Cervantes in sod, 2003). Na izpiranje 
močno vpliva tudi pH, pri pH 8 je skoraj 30 krat več izpiranja kot pri pH 6,5-7,5 (Sajiki in 
Yonekubo, 2003). Tudi prisotnost kisline poveča izpiranje, saj je to za 40 % večje pri 3 % 
ocetni kislini kot pri vodi (López-Cervantes in sod, 2003). Prisotnost aminokislin prav tako 
lahko vpliva na sproščanje BPA iz plastike. Metionin povečuje sproščanje in tudi 
razgradnjo BPA z reaktivnimi kisikovimi spojinami, medtem ko jo glicin zavira (Sajiki in 
Yonekubo, 2004). Brede in sod. (2003) so pokazali, da se BPA sprošča tudi iz otroških 
plastenk. Te so pred testiranjem napolnili z 200 ml vode in jih za 1 uro dali v pečico (100 
°C). Nove plastenke so v povprečju izločale 0,23 µg/l. Količina izločenega BPA se je 
povečevala z uporabo pomivalnega stroja (70 °C in pH 11,5-12) in ščetke za umivanje 
steklenice. Po 51-kratnem umivanju in 13-kratnem ščetkanju se je koncentracija namreč 
povečala na 8,4 µg/l, vendar je nato padla na 6,7 µg/l po 169-kratnem umivanju in 23-
kratnem ščetkanju, kar kaže na to, da se je količina prostega BPA v plastiki znižala.  
 
Izločanje BPA iz epoksi smol so preverili Bae in sod. (2002) in ugotovili, da se iz treh 
različnih epoksi smol izloča med 10,7 do 1734,0 µg/m2, odvisno od temperature pri kateri 
je bil izveden test (med 20 in 100 °C). Bruchet in sod. (2014) so pri temperaturi 20 °C 
pokazali podobno izločanje BPA iz smol, med 6 in 36 µg/m2. Testirali so tudi vsebnost 
bisfenolov v vodah iz vodovodnih cevi, ki so bile v 90ih letih prejšnjega stoletja ponovno 
premazne z nanosom epoksi smol. Te vode so vsebovale BPA v koncentracijah med 18 in 
151 ng/l in BPF od 25 do 1050 ng/l. 
 
2.3.2 Koncentracija BPA in BPF  v okolju 
Corrales in sod. (2015) so za svoj pregledni članek pregledali več kot 500 objavljenih 
raziskav in ugotovili, da največji vir bisfenolov v okolju predstavljajo vode; predvsem 
izcedne vode odlagališč odpadkov. Vendar se bisfenoli nahajajo tudi drugje v okolju, npr. 
v hrani, zraku, papirju itd.  
 
Analize sedmih rek v ZDA, v katere se stekajo odpadne vode iz proizvodnih obratov BPA 
in predelovalnih obratov, kjer se BPA uporablja kot surovina, so pokazale, da ti obrati 
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nimajo velikega vpliva na vsebnost BPA v rečnih vodah. V šestih od sedmih rek je bila 
koncentracija BPA pod mejo zaznave (<1 µg/l), v eni reki pa je bila vrednost povišana (7 
do 8 µg/l). Vendar je bil v tem primeru bil BPA dokazan tudi na mestu pred izlivom 
odpadne vode v rečni tok, kjer so izmerili koncentracije med 2 in 8 µg/l (Staples in sod., 
2000). Analiza nemških vodotokov je pokazala, da koncentracije BPA prav tako ne 
presegajo koncentracije 1 µg/l, temveč so se gibale med 0,005 in 0,410 µg/l. Sediment pa 
je vseboval med 0,018 in 0,190 mg BPA/kg suhe teže (s.t) sedimenta. Koncentracije BPF 
so bile v obeh primerih nižje. V površinskih vodah je bil BPF prisoten v koncentracijah 
med 0,0001 in 0,180 µg/l, v sedimentu pa med 0,002 in 0,123 µg/l (Fromme in sod., 2002). 
 
Analize 10 različnih izcednih vod odlagališč odpadkov na Japonskem so pokazale, da 7 
vzorcev vsebuje BPA v koncentracijah 1,3 do 17,200 µg/l. Primerjava analiz teh odlagališč 
z analizami istih odlagališč nekaj let prej kaže, da se količine BPA v izcednih vodah 
povečujejo z leti. Odlagališča z največjimi koncentracijami BPA so vsebovala tudi 
največje količine plastike (Yamamoto in sod., 2001). V blatu iz kitajskih čistilnih naprav 
so v povprečju zaznali BPA v koncentraciji 4,69 ng/g suhe teže. BPF je bil prisoten v 
nižjih vrednostih, 3,84 ng/g s.t. Zaznali so tudi druge bisfenole, katerih koncentracija je 
bila pod 1 ng/g s.t., razen BPS s 3,02 ng/g s.t. in TBBPA, ki je dosegel kar 20,5 ng/g s.t. 
(Song in sod., 2014). 
 
BPA lahko najdemo tudi v zraku. Tako so v indijskem mestu Čenaj zaznali med 200 in 
17400 pg/m3 BPA. Pri tem je zanimivo, da so se vrednosti spreminjale tekom dneva. 
Ponoči so bile koncentracije dosti višje, kar se pripisuje kurjenju plastike na območju 
mesta v nočnem času. V Pekingu so bile koncentracije BPA 5 do 7 krat nižje kot v 
indijskih mestih, povprečje je bilo 630 pg/m3. Na vrhu gore Tai, v kitajski provinci 
Shandong, je bila koncentracija 100 pg/m3. Še nižja je bila na podeželskem območju 
Bavarske, kjer je bila le 10 pg/m3. BPA pa se v zraku ne pojavlja samo nad urbanim in 
podeželskim območjem, temveč tudi nad morjem, kjer ga lahko najdem v povprečnih 
koncentracijah med 2 pg/m3 (severni Pacifik) in 17 pg/m3 (Južno Kitajsko morje), ter 
Arktiko in Antartiko. Tam se nahaja v količinah med 5 do 7 pg/m3 (Fu in Kawamura, 
2010). 
 
Bisfenoli so prisotni prav tako v hišnem prahu. Njihova prisotnost je bila testirana v ZDA, 
Južni Koreji, Kitajski in Japonski. V povprečju je gram praha vseboval 1,33 µg BPA in 
0,054 µg BPF. Najvišje koncentracije so bile dosežene v Južni Koreji, kjer so izmerjene 
vrednosti BPA in BPF bile 4,07 µg/g in 0,50 µg/g (Liao in sod., 2012).  
 
Najdemo jih tudi v prehranski izdelkih, v katere pridejo iz njihove embalaže. Vzorci 
naključno izbranih pijač, mlečnih izdelkov, olj, rib in morske hrane, žitnih izdelkov, mesa 
in mesnih izdelkov, sadja, zelenjave in drugih raznih prehranskih izdelkov iz ZDA so bili 
testirani za prisotnost več bisfenolov. BPA je bil v povprečju najden pri 56,9 % izdelkov, 
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BPF pa pri 10,1 %, najpogostejša sta bila v olju. Povprečna koncentracija za BPA je bila 
3,00 ng/g mokre teže prehranskega izdelka, za BPF je bila 0,93 ng/g mokre teže 
prehranskega izdelka. BPA je dosegel najvišjo vrednost, 9,97 ng/g, pri izdelkih, ki so 
spadali v skupino razno, in so vsebovali izdelke kot so juhe, jajca, omake, sirupi in 
podobno. Najvišja koncentracija BPF pa je bila prisotna pri ribah in morskih izdelkih, 4,63 
ng/g. Poleg BPA in BPF so bili v prehranskih izdelkih prisotni drugi analogi bisfenolov, 
kot so BPAF, BPAP, BPS in drugi. Ti so bili prisotni pri 10,5 %, 11,2 % in 20,9 % 
izdelkov, s povprečno koncentracijo 0,012 ng/g, 0,059 ng/g in 0,130 ng/g (Liao in Kannan, 
2013). Goodson in sod. (2002) BPF v prehranskih izdelkih z britanskih trgovskih polic 
niso zaznali (meja zaznave je bila 5 µg/kg za izomeri 2,2' in 2,4', za izomero 4,4' pa 10 
µg/kg), BPA pa je bil prisoten v 38 od 63 testiranih izdelkih. Podobno so ugotovili 
Rastkari in sod. (2010), ki niso zasledili prisotnosti BPF v iranski konzervirani hrani, 
koncentracije BPA pa segale od 1,23 do 32,55 ng/g. Bisfenoli se pojavljajo tudi v 
energijskih napitkih. Gallo in sod. (2017) so v 22 od 40 izbranih energijskih pijačah našli 
BPA, BPB, BPF, bisfenol A diglicil eter (BADGE) ali bisfenol F diglicil eter (BFDGE). 
Najpogostejši je bil BPA, ki ga je vsebovalo 42,5 % testiranih pijač, medtem ko BPB ni 
vsebovala nobena pijača oz. je bil pod mejo kvantifikacije, ki je bila 0,50 ng/ml. Najvišje 
koncentracije je dosegal BADGE, ki je bil prisoten pri 22,5 % vzorcev; povprečna 
koncentracija je bila 4,7 ng/ml in je v določenih vzorcih dosegla celo 19,4 ng/ml. Temu je 
sledil BPA s povprečno koncentracijo 1,2 ng/l, nato BPF z 0,82 ng/l, ki je bil prisoten v 15 
% primerov. BFDGE je bil prisoten le pri 10 % pijač, s povprečno koncentracijo 0,55 mg/l. 
 
BPA se nahaja tudi v termalnem papirju, največ ga vsebujejo blagajniški računi, ki 
dosegajo vrednosti do 8300 µg/g suhe teže in se je pojavil pri vseh testiranih vzorcih 
raziskave Pivnenko in sod. (2015). Prav tako najdemo BPA tudi v recikliranem papirju, 
kjer se mešata termalni in ne termalni papir. Mediana koncentracije BPA vsega testiranega 
papirja je bila 5 µg/g suhe teže pri odpadnem papirju gospodinjstev, ki ločujejo odpadke. V 
gospodinjstvih, kjer odpadkov ne ločujejo, je ta vrednost narasla na 5,6 µg/g suhe teže, 
verjetno zaradi »kontaminacije« z BPA iz drugih odpadkov. BPF je bil zaznan pri tretjini 
vzorcev ločenega papirja (papir, ki je ločen od ostalih odpadkov) in pri petini pri ne 
ločenem papirju, vendar je mediana v obeh primerih znašala 0,04 µg/g suhe teže. 
 
2.4  USODA BPA IN BPF V OKOLJU 
Usoda BPA in BPF v okolju je različna. Lahko sta podvržena biološki razgradnji, pri kateri 
mikroorganizmi bisfenola mineralizirajo, ju uporabijo kot vir ogljika, ali le pretvorijo v 
druge oblike, kot so npr. OH-BPA (hidroksi BPA), HQ in drugi (Eio in sod., 2014; 
Toyama in sod., 2009; Ike in sod., 2006). Razgradnja pa lahko poteka tudi abiotsko, v 
odsotnosti živih organizmov, npr. s svetlobno razgradnjo (Ji in sod., 2014; Wang in sod., 
2007). Lahko prihaja tudi do adsorpcije na sediment ali zemljo, pri čemer BPA in BPF 
ostajata v okolju in se ne odstranjujeta iz njega (Ji in sod., 2014; Li in sod., 2009). 
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2.4.1 Biološka razgradnja BPA IN BPF  
Ike in sod. (2006) so preverjali sposobnost rečnih mikrobov za razgradnjo bisfenolov in 
ugotovili, da pri aerobnih pogojih v dveh tednih razgradijo BPA, BPF in njima sorodne 
bisfenole BPE, BPB, BPP, BPS, HBP in TDP, katerih začetna koncentracija je bila 10 
mg/l. Odvzeli so 24 rečnih vzorcev in merili aerobno razgradnjo v eksperimentalnem 
sistemu mikrokozma v časovnem okviru dveh tednov. Razgradnjo bisfenolov so merili 
preko spremembe celotnega organskega ogljika v gojišču in s tekočinsko kromatografijo. 
BPF je uspelo popolnoma mineralizirati (koncentracija celotnega organskega ogljika je bila 
nižja kot pri kontrolnem vzorcu, ki ni vseboval bisfenolov) v 21 mikrokozmih, medtem ko 
je BPA uspelo mineralizirati samo dvema mikrokozmoma, vendar je 19 mikrokozmov 
doseglo popolno primarno razgradnjo (koncentracija celotnega organskega ogljika pod 
mejo zaznave). HBP je bil prav tako dobro razgradljiv, saj ga ni uspelo mineralizirati le 
enemu mikrokozmu, medtem ko BPS ni uspelo popolnoma ali delno razgraditi niti enemu 
mikrokozmu. Testirali so tudi anaerobno razgradnjo z mikrobi rečnih sedimentov, ki je 
pokazala, da so vsaj delno razgradljivi vsi testirani bisfenoli, vendar je proces trajal veliko 
dlje. Poskus je namreč trajal 80 dni, toda kljub temu ni prišlo do popolne razgradnje 
nobenega izmed bisfenolov. V tem času je se je razgradilo približno 80 % BPF in 60 % 
BPA. V anaerobnih razmerah so se najbolje razgrajevali bisfenoli, ki za povezavo med 
fenoloma uporabljajo žveplo (BPS, TDP) in ne ogljik, kljub temu, da so se pri aerobni 
razgradnji izkazali najslabše.  
 
Ren in sod (2016) so preučevali bakterijsko razgradnjo bisfenolov pri različnih okolijskih 
pogojih in pokazali, da je sev Arthrobacter sp. YC-RL1, izoliran iz zemlje onesnažene z 
nafto, sposoben kot edini vir ogljika uporabljati BPA, BPF in TBBPA. Sev je pri poskusih 
ob začetni koncentraciji 50 mg/l, lahko v 5 dneh razgradil 97,4 % BPA, pri čemer je večina 
razgradnje potekala v prvih 96 urah; takrat se je ustavila tudi rast biomase. Asimilacije in 
razgradnje je bil sposoben tudi v kislem in bazičnem okolju. Pri pH med 5,0 in 9,0 je bila 
razgradnja še vedno visoka, nad 70 %. Na rast je imela velik vpliv tudi temperatura, ki med 
20 in 40 °C nima negativnega vpliva na asimilacijo. Najvišja razgradnja je bila pri 30 °C, 
saj se je takrat razgradilo kar 99,4 % BPA. Sev je prav tako dobro razgrajeval BPF in 
TBBPA, razgradil je 99,7 % BPF (z začetno koncentracijo 50 mg/l) in 98,6 % TBBPA (z 
začetno koncentracijo 20 mg/l). YC-RL1 je lahko rasel celo ob izjemno visokih 
koncentracijah BPA in BPF, kot so 700 mg/l, bil pa je bolj občutljiv na TBBPA, ki je 
inhibiral rast seva pri koncentracijah višjih od 400 mg/l (Ren in sod., 2016). 
 
Toyama in sod. (2009) so pokazali, da lahko bakterije sedimenta rizosfere navadnega trsta 
(Phragmites australis) razgrajujejo BPA in BPF. Njuna koncentracija je, iz začetne 25 
mg/kg sedimenta, padla za 21 % in 24 % v 42 dneh. Ob dodatku navadnega trsta sedimentu 
se je razgradnja povečala na 90 % za BPA in 92 % za BPF. Trst je namreč pozitivno 
vplival na rast bakterij, ki so zmožne razgradnje, saj je bila njihova koncentracija 930 in 
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150 krat višja v sedimentu z BPA in BPF, ki sta vsebovala navadni trst. Ker so te bakterije 
aerobne, s strani trsta dobivajo kisik, kar jim omogoča boljšo rast. Podobno prisotnost alge 
Chlorella sorokiniana vpliva na razgradnjo BPA v kombinaciji z bakterijami iz aktivnega 
blata čistilnih naprav. Algno-bakterijski sistem lahko namreč popolnoma razgradi BPA v 
koncentracijah 50 mg/l ali manj, kar C. sorokiniana sama ni zmožna (Eio in sod., 2015). 
Dodaten kisik v gojišču prav tako vpliva pozitivno na razgradnjo BPA tudi pri algah 
(Abargues in sod., 2013). Inoue in sod. (2008) so pokazali, da lahko Sphingobium 
yanoikuyae FM-2 v 9 urah popolnoma razgradi 0,5 mM (0,1 g/l) BPF, če smo ga 
predhodno gojili v gojišču z BPF kot edinim virom ogljika, vendar ni sposobnem uporabe 
drugih bisfenolov, kot so BPA, BPE, BPP, BPB, BPS in TDP. 
 
Chlamydomonas mexicana in Chlorella vulgaris lahko pri koncentracijah 10, 25 in 50 mg/l 
v 10 dneh razgradita 17, 16 in 8 % BPA ter 14, 14 in 6 % BPF (Ji in sod., 2014). Stopnjo 
razgradnje lahko poveča tudi prisotnost NOM (naravna organska snov – angl. natural 
organic matter) (Gattullo in sod., 2012). Stephanodiscus hantzschii lahko pri 
koncentracijah pod 1 mg/l v 16 dneh razgradi tudi do 98,8 % BPA, z višanjem koncentracij 
pa sposobnost razgradnje pada. Pri koncentraciji 9 mg/l razgradi samo še 25,6 % BPA (Li 
in sod., 2009). Ker so alge fotosintezni organizmi na njihovo rast močno vpliva svetloba. 
Alge, ki rastejo na močnejši svetlobi, razgrajujejo več BPA. Razlika v razgradnji BPA med 
osvetlitvijo s 36W/m2 in 2W/m2, znaša 16 %. Vendar svetlobni režim svetloba:tema = 
8:16h (18W/m2) nima večjega vpliva na razgradnjo, saj daje podobne rezultati kot pri stalni 
osvetlitvi pri isti svetlobni intenziteti (Hirooka in sod., 2005). 
 
BPA so sposobne razgrajevati tudi glive. Chai in sod. (2004) so pokazali, da glive iz rodov 
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Fungi imperfecti, Ascomycetes in Zygomycetes lahko 
vsaj delno odpravijo BPA iz gojišča. Iz teh rodov so izbrali 26 vrst in jih 14 dni inkubirali 
v gojišču s koncentracijo BPA 40 mg/l. 11 vrst je razgradilo vsaj 50 % BPA, med njimi so 
Aspergillus terreus MT-13, Fusarium mornilforme 2-2, Fusarium sporotrichioides NFRI-
1012 in Emericella nidulans MT-78 razgradile več kot 99 %.  
 
2.4.2 Adsorpcija in akumulacija BPA  
Adsoropcija je vezava atoma, iona ali molekule na površino (npr. na površino celice), 
medtem ko pri akumulaciji prihaja do vstopa atoma, iona ali molekule v celice. Raziskave 
so pokazale da je adsorpcija BPA na alge in/ali akumulacija BPA v njih minimalna; v 
obdobju 7.-16. dni, pri koncentracijah med 1 in 50 mg/l, sta ta dva procesa prispevala manj 
kot 1 % začetne količine, kar kaže, da je zmanjšanje koncentracije BPA v gojišču resnično 
posledica biotske in abiotske razgradnje (Eio in sod., 2015; Ji in sod., 2014; Hirooka in 
sod., 2005). Raziskave z algami zaenkrat še ne morejo natančno ločiti ali gre za adsorpcijo 
ali za akumulacijo. Vendar pa se kljub temu v nekaterih vrstah, npr. pri C. mexicana v 10 
dneh adsorbira ali akumulira do 101µg BPA/g s.t., če je začetna koncentracija BPA v 
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gojišču 50 mg/l (Ji in sod., 2014). BPA adsorbira oz. akumulira tudi Stephanodiscus 
hantzschii, do 45,44 ng/mg alg, pri začetni koncentraciji 9 mg/l. Stopnja adsorpcije oz. 
akumulacije se niža s koncentracijo BPA. Tekom poskusa je bila stopnja adsorpcije oz. 
akumulacije pri S. hantzschii najvišja v dnevu 8, nato je začela postopno upadati (Li in 
sod., 2009). 
 
V času pisanja naloge nismo našli podatkov o adsorpciji in akumolaciji BPF. 
 
2.4.3 Svetlobna razgradnja BPA IN BPF 
BPA se v okolju razgrajuje tudi abiotsko. Tovrsten primer je svetlobna razgradnja, kjer do 
razgradnje prihaja ob izpostavitvi  svetlobi, ne pa tudi v temi (Eio in sod., 2015; Ji in sod., 
2014). Wang in sod. (2007) so preučevali vpliv pH in pokazali višjo svetlobno razgradnjo 
pri višjem pH in ob prisotnost NaCl. Na uspešnost  svetlobne razgradnje prav tako vpliva 
intenziteta sončne svetlobe (Diepens in Gijsman, 2009). Razgradnja BPA v koncentracijah 
med 0,01 in 9 mg/l, v umetni morski vodi z dodanim f/2 medijem (medij za rast morskih 
alg) pri 17,44 W/m2, je znašala od 23,5 % do 19 % (Li in sod., 2009). Sončna svetloba, ki 
doseže zemeljsko površje, vsebuje valovne dolžine nad 290nm, vendar BPA v vodi 
absorbira svetlobo le med 290 in 365 nm, ne absorbira pa svetlobe z valovno dolžino nad 
365 nm, zaradi česar vidna svetloba ne vpliva na svetlobno razgradnjo. Ta je torej 
posledica UV sevanja (Wang in sod., 2007). Toda razgradnja kot posledica absorpcije 
svetlobe oz. direktna fotoliza, pri koncentraciji BPA 60µM (13,7 mg/l), razgradi le zelo 
malo BPA. Razgradnja se ob dodatku H2O2 in povečani intenziteti UV svetlobe poveča. Pri 
koncentraciji H2O2 50 mg/l in fluenci (količina sevanja na enoto površine) 3000mJ/cm
2 se 
BPA skoraj popolnoma razgradi (Chen in sod., 2006). 
 
Xiao in sod. (2007) so pokazali, da UV luč z močjo 30W lahka v 60 minutah razgradi 25 % 
BPF, pri začetni koncentraciji 10 mg/l. Razgradnja se je povečala ob dodatku 
ciklodekstrinov, najbolj v prisotnosti beta-ciklodekstrina, kjer je razgradnja znašala 65 %.  
 
2.5  VPLIV BPA IN BPF NA ALGE IN CIANOBAKTERIJE 
Kako prisotnost BPA in BPF vpliva na mikrobe v okolju je zaenkrat še slabo raziskano, saj 
se večina študij osredotoča na njun vpliv na ljudi, vendar je iz dosedanjih raziskav 
razvidno, da prisotnost teh bisfenolov negativno vpliva na rast mikrobov (Alexander in 
sod., 1988; Eio in sod, 2014; Tišler in sod., 2016). BPA in BPF vplivata tudi na količino 
klorofila znotraj algnih celic in na kvantni donos fotosistema II, prav tako pa se v njuni 
prisotnosti spreminja kompozicija maščobnih kislin in količine ogljikovih hidratov alg (Li 
in sod, 2009; Ji in sod., 2014; Gattullo in sod., 2012). 
 
Notersberg T. Vpliv bisfenolov A in F na rast alg in cianobakterij. 




2.5.1 Inhibicija stopnje rasti 
Pri algi C. mexicana se specifična hitrost rasti v prisotnosti BPA zmanjša za 16,4 % pri 
koncentraciji 50 mg/l, pri C. vulgaris pa za 41,7 % po 10 dneh. Koncentracije nižje od 10 
mg/l niso imele večjega vpliva na rast. Pri 25 mg/l je bila rast rahlo inhibirana prvih pet 
dni, nato se je izboljšala, medtem ko je 50 mg/l povzročalo močno inhibicijo, še posebej 
pri C. vulgaris (Ji in sod., 2014). Pri Monoraphidium braunii, pa je pri koncentraciji 10 
mg/l prihajalo do močne inhibicije rasti, medtem ko koncentraciji 4 mg/l in 2 mg/l nista 
negativno vplivali na rast. Prisotnost NOM je povečala celično delitev, vendar le pri nižjih 
koncentracijah. Pri 10 mg/l je bila strupenost BPA večja od potencialnih pozitivnih 
učinkov NOM, kar potrjuje tudi manjša velikost celic v primerjavi s kontrolo (Gatullo in 
sod., 2012). Na S. hantzschii koncentracije pod 1 mg/l niso imele vpliva, pri 3 mg/l pa je 
celo prišlo do rahle stimulacije rasti. Pri koncentraciji 5 mg/l je prišlo do inhibicije rasti, 
pri koncentracijah nad tem, pa je po 8 dneh prišlo do odmiranja celic (Li in sod., 2009).  
 
Ekotoksikološki parametri, ki opisujejo vpliv BPA na različne vodne organizme so podani 
v Preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Ekotoksikološki parametri, ki opisujejo vpliv BPA na različne vodne organizme  






96h EC50 = 2,73 mg/l 





42h LC50 = 0.78 mg/l 
42h LOEC = 1.1 mg/l 
42h NOEC = 0.49 mg/l 
Brachionus calyciflorus 
48h LOEC = 3.6 mg/l 
48h NOEC = 1.8 mg/l 
Chironomus tentans 96h LC50 = 2.7 mg/l 
Lemna gibba 168h LC50 = 32 mg/l 
Marisa cornuarietis 
96h LC50 = 2.24 mg/l 
96h NOEC = 1.18 mg/l 
Jemec in 
sod.,      
2012 
Daphnia magna 
24h EC50 (negibljivost  (6d stare bolhe)) = 21.0 mg/l 
48h EC50 (negibljivost (6d stare bolhe)) = 20.5 mg/l 
21d NOEC (število plemenjakov) = 0.86 mg/l 
21d LOEC (število plemenjakov) = 1.73 mg/l 
21d NOEC (telesna dolžina)  = 6.9 mg/l 
21d LOEC (telesna dolžina)  = 13.8 mg/l 
Hirooka in 
sod.,         
2005 
Chlorella fusca var. 
vacuolata 
168h 95 % razgradnja (2,3 - 18,3 mg) 
168h 70 % razgradnja BPA (36,5 mg/l) 
168h 98 % razgradnja BPA pri 36 W/m2 (9,1 mg/l) 
168h 82 % razgradnja BPA pri 2 W/m2 (9,1 mg/l) 
168h 27 % BPA razgradnja v temi (9,1 mg/l) 
168h 90 % razgradnja BPA pri 8:16h svetloba : tema  pri 
18W/m2 (9,1 mg/l) 
  Se nadaljuje 
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Glede na standardne teste strupenosti so na BPA v vodah najbolj občutljive postranice 
(EC50 0,8 mg/l, Mihaich in sod., 2009). Primerjava EC50 vrednosti (po 72h učinkovanja 
BPA) za skupino alg kaže precejšen razpon; na splošno so bolj občutljive diatomeje (iz 
rodov Navicula, Stephanodiscus, Cyclotella) 4-9 mg/l (Liu in sod., 2010; Li in sod., 2009; 
Guo in sod., 2015), zelene alge (iz rodov Chlorella, Chlamydomonas, Desmodesmus) pa 
manj, 20-89 mg/l (Zhang in sod., 2014; Tišler in sod., 2016). Za izbrano zeleno algo 
Pseudokirchneriella subcapitata poročajo za BPA o nizkem EC50, 1,4 mg/l (Guo in sod., 
Nadaljevanje preglednice 3 
Vir Testni organizem Rezultati 
Eio in sod.,           
2015 
Chlorella sorokiniana 
168h 38,5 % razgradnja BPA (10 mg/l) 
168h 30,7 % razgradnja BPA (20 mg/l) 
168h 20,7 % razgradnja BPA (50 mg/l) 
Chlorella sorokiniana 
in bakterije iz aktivnega 
blata gojenega z 50 
mg/l BPA 
168h razgradnja pod mejo detekcije 0,5 mg/l (10 – 50 mg/l) 
Eio in sod.,           
2014 
Bakterije iz aktivnega 
blata gojenega z 50 
mg/l BPA 
168h razgradnja pod mejo detekcije 0,5 mg/l (10 – 50 mg/l, 
v temi in obsvetljeno) 





120h EC50 = 44,8 mg/l 
Chlorella vulgaris 
FR751187 
120h EC50 = 39,8 mg/l 
Liu in sod.,            
2010 
Navicula incerta 
96h EC50 = 3,73 mg/l 
96h HC5 = 0,36 mg/l 
Guo in sod.,               
2015 
Cyclotella caspia 96h EC50/LC50 = 8,3 mg/l 
Pseudokirchneriella 
subscapitata 
96h NOEC50 = 1,36 mg/l 
Tišler in 




72h IC20 = 14,0 mg/l 
72h IC50 = 19,6 mg/l 





120h 85 % razgradnja BPA na svetlobi (9,1 mg/l ) 
120h 22 % razgradnja BPA v temi (9,1 mg/l ) 
Anabaena variabilis 
120h 23 % razgradnja BPA na svetlobi (9,1 mg/l ) 
120h 0 % razgradnja BPA v temi (9,1 mg/l ) 




96h EC50 = 8,65 mg/l 
Zhang in 
sod.,             
2014 
Chlorella pyrenoidosa 
24h EC50 = 75,66 mg/l 
48h EC50 = 46,04 mg/l 
72h EC50 = 89,39 mg/l 
96h EC50 = 63,53 mg/l 
Scenedesmus obliquus 
24h EC50 = 15,59 mg/l 
48h EC50 = 18,38 mg/l 
72h EC50 = 29,16 mg/l 
96h EC50 = 26,72 mg/l 
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2015). EC50 za BPF na zeleni algi iz rodu Desmodesmus je (podobno kot za BPA) znašal 
22 mg/l (Tišler in sod., 2016).  
 
Uredba EU št. 1272/2008  določa enotne zahteve za razvrščanje, označevanje in pakiranje 
kemičnih snovi in zmesi v skladu z globalno usklajenim sistemom Združenih narodov. Te 
snovi glede na nevarnost za vodno okolje razdeli v 3 skupine, odvisno od njihove EC50 
vrednosti. Pri EC50 ≤ 1 mg/l snov spada v kategorijo kroničnosti 1, pri > 1 do ≤ 10 mg/l v 
kategorijo kroničnosti 2 in pri > 10 do ≤ 100 mg/l v kategorijo kroničnosti 3. Po tej uredbi 
spada BPA v kategorijo kroničnosti 2 in 3, BPF pa v kategorijo kroničnosti 3. 
 
2.5.2 Odziv klorofila a in kvantnega donosa na BPA 
BPA nad določenimi koncentracijami inhibira produkcijo klorofila a; več kot je BPA, manj 
klorofila nastane. Pri začetni koncentraciji BPA 50 mg/l, je koncentracija klorofila v C. 
sorokiniana v 7 dneh padla pod koncentracijo pred začetkom poskusa. Pri C. vulgaris in C. 
mexicana med koncentracijami 1 – 10 mg/l ni vpliva na koncentracijo klorofila, nad tem pa 
koncentracija klorofila začne padati, še posebej pri C. vulgaris (Ji in sod., 2014). Pri 
Monoraphidium braunii količina klorofila a začne močno padati že pri koncentracijah BPA 
nad 4 mg/l. Prisotnost NOM poveča količino klorofila, vendar je ta kljub temu pol manjša 
kot pri kontroli (Gattullo in sod., 2012). Koncentracije BPA med 0,01 in 1 mg/l pri 
Stephanodiscus hantzschii ne vplivajo na količino klorofila a, vendar ta postopoma začne 
padati pri koncentracijah nad 1 mg/l (Li in sod., 2009). Pri algno-bakterijskem sistemu, pa 
je slika popolnoma obratna, saj največ klorofila nastane pri višjih koncentracijah BPA (Eio 
in sod., 2015). 
 
Različne koncentracije BPA so imele različen vpliv na Fv/Fm (največji kvantni donos 
fotosistema II oz. PSII). ΦPSII (kvantni donos PSII) je pri koncentracijah BPA 2 in 10 mg/l 
padel pod nivo kontrole, pri BPA 4 mg/l pa je prišlo do povišanja. Dodatek NOM je 
negativno vplival na ΦPSII, razen pri kontroli, kjer se je ΦPSII povečal, in pri BPA 10 mg/l, 
kjer NOM ni imel vpliva na rezultate (Gattullo in sod., 2012).  
 
2.5.3 Biokemijske spremembe algnih celic 
Prisotnost BPA vpliva na sestavo maščobnih kislin pri C. mexicana in C. vulgaris. Pri 
višjih koncentracijah BPA se je višala vsebnost FAME (metil ester maščobne kisline – 
angl. fatty acid methyl ester), kot tudi nenasičenih maščobnih kislin, medtem ko je 
koncentracija nasičenih maščobnih kislin padla (Ji in sod., 2014). 
 
S povišanimi koncentracijami BPA se viša tudi količina ogljikovih hidratov, ki jih celice 
shranjujejo. Pri C. mexicana in C. vulgaris se je njihov delež povečal za 6,5 in 9,6 % (Ji in 
sod., 2014).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1  MATERIAL 
3.1.1 Gojišče OECD 
 
Gojišče OECD se uporablja za namnoževanje alg, diatomej in cianobakterij, ki živijo v 
celinskih vodah. Njegovo sestavo prikazuje Preglednica 4.  
 
Preglednica 4: Sestava gojišča OECD s končnimi koncentracijami hranil (OECD, 2011) 
Hranila Koncentracija hranil 
Založna raztopina 1: makrohranila  
NH4Cl 1,5 g/l 
MgCl2∙6H2O 1,2 g/l 
CaCl2∙2H2O 1,8 g/l 
MgSO4∙7H2O 1,5 g/l 
KH2PO4 0,16 g/l 
Založna raztopina 2: železo  
FeCl3∙6H2O 64 mg/l 
Na2EDTA∙2H2O 100 mg/l 
Založna raztopina 3: elementi v sledovih  
H3BO3 185 mg/l 
MnCl2∙4H2O 415 mg/l 
ZnCl2 3 mg/l 
CoCl2∙6H2O 1,5 mg/l 
CuCl2∙2H2O 0,01 mg/l 
Na2MoO4∙2H2O 7 mg/l 
Založna raztopina 4: bikarbonat  
NaHCO3 50 mg/l 
 
3.1.2 Preučevane kemikalije BPA/BPF/DCP 
V okviru magistrske naloge smo preučevali BPA (Merck, CAS 80-05-7) in BPF (Sigma-
Aldrich, CAS 620-92-8). Interna standarda za plinsko kromatografijo, devteriran BPA 
(BPA-d16, CAS 96210-87-6) smo kupili pri Sigma-Aldrich, izotopsko označen BPF (BPF-
13C12) pa pri CanSyn Chem. Corp. Referenčno kemikalijo 3,5-diklorofenol (DCP) smo 
kupili pri Sigma-Aldrich (CAS 591-35-5).  
 
Založni raztopini BPA in BPF smo pripravili tako, da smo ju raztopili v OECD gojišču, 
razen DCP, ki smo ga raztopili v dimetil sulfoksidu (DMSO) v končni koncentraciji 1 mg 
DCP/1 ml DMSO. DCP smo uporabili kot referenčno substanco, s katero smo preverili, če 
so naše celice primerno občutljive za izvedbo testa. Koncentracije založnih raztopin so 
podane v preglednici 5. 
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Preglednica 5: Testirane spojine in koncentracije njihovih založnih raztopin 
Testna spojina Koncentracija založne raztopine 
BPA 300 mg/l 
BPF 30 mg/l 
DCP 1000 mg/l 
  
3.1.3 Testni organizmi  
3.1.3.1 Pseudokirchneriella subcapitata 







Celice običajno živijo posamezno v kulturi, razen tekom celične delitve, ko lahko tvorijo 
večcelične skupke, ki so obdane z nežno in brezbarvno sluzjo. Celice imajo vijačno obliko 
in so v vegetativni fazi običajno polkrožno zavite. V starejših kulturah pa lahko pride tudi 
do enega in pol zavoja. Velikost celic je 4,8-10,8 x 1,6-4,4 µm. Kloroplast je parietalen in 
brez pirenoidov (Nygaard in sod., 1986, cit. po Aruoja, 2011).  
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3.1.2.2 Synechococcus leopoliensis 
 







Celice živijo posamezno v kulturi in so kratke, ovalne do paličaste oblike, ravne ali včasih 
rahlo sigmoidne, velikosti 1,5-8,5 x 0,4-1,3 µm. Niso obdane s sluzjo in so modro-zelene 
barve. Pojavljajo se plankotnsko (vendar se občasno pojavijo tudi v večjem številu), v 
celinskih vodnih telesih, kot so jarki, ribniki in bazeni, redko pa v večjih jezerih. Najdemo 
jih predvsem v zmernem podnebju. So pogosto uporabljene v laboratorijih, velikokrat pod 
imenom Anacystis nidulans (Komárek in Anagnostidis, 1998). 
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3.2  METODE 
3.2.1 Priprava gojišča 
Gojišče  smo pripravili skladno z navodili OECD TG 201. Najprej smo pripravili založne 
raztopine 1-4 (njihova sestava je zapisana v poglavju 3.1.1). Te smo nato sterilizirali z 
membransko filtracijo preko membrane z velikostjo por 0,2 µm. Zatem smo pripravili 500 
ml sterilne vode, kateri smo dodali 10 ml založne raztopine 1 in po 1 ml založnih raztopin 
2-4. Nato smo dolili sterilno vodo, dokler ni končni volumen znašal 1000 ml. Založne 
raztopine in gojišče smo hranili v hladilniku, pri 4 °C. Gojišče  smo pred uporabo vzeli iz 
hladilnika in ga za nekaj časa pustili na sobni temperaturi, da se je prilagodil sobni 
temperaturi. 
 
3.2.2 Gojenje alge/cianobakterije 
Alge in cianobakterije, ki so predstavljale založne kulture, smo gojili v gojišču OECD pri 
sobni temperaturi in naravni svetlobi, v steklenih bučkah s čepi, ki prepuščajo zrak. Če je 
kultura kazala znake staranja (sprememba barve iz zelene v rumeno), smo jo precepili v 
sveže gojišče OECD. Za eksperimente smo uporabili založne kulture v eksponentni fazi 
rasti. Gojenje alg in cianobakterij je med poskusom potekalo v rastni komori z 
nadzorovano svetlobo, temperaturo in vlago (LTH, Slovenija). 
 
 
Slika 5: Založna kultura Pseudokirchneriella subcapitata (Foto: Česen M.) 
 
3.2.3 Ugotavljanje celične gostote založne kulture s števno komoro 
Koncentracijo celic za inokulum smo preverili s svetlobnim mikroskopom (Nikon Eclipse 
TE 300, Japonska) in Bürker-Türk števno komoro. Bučko s celično kulturo smo rahlo 
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premešali, nato smo s pipeto sterilno odvzeli manjši volumen gojišča s celicami (20 µl), ga 
nanesli na števno komoro in pokrili s krovnim stekelcem. 
 
Bürker-Türk števna komora ima dve mrežici, ki vsebujeta 4 primarne kvadrate (na sliki 6 
označeno z modro barvo), katerih površina je 1 mm2. Vsak primarni kvadrat vsebuje 16 
manjših, sekundarnih kvadratov (na sliki 6 označeni z rdečo barvo), ki merijo 1/16 mm2. 
Pri štetju smo prešteli celice, ki so se nahajale v 4 sekundarnih kvadratih, ki so tekli 
diagonalno skozi primarni kvadrat. Nato smo izračunali povprečno število celic na števno 
polje in, glede na uporabljeno števno polje, izračunali število celic v 1 ml (enačba 1). 
Minimalno število preštetih celic je bilo 400. 
 
𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐𝑒 𝑚𝑙 = 𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑜 š𝑡. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑙𝑗𝑒 × (1,6 × 105)⁄                                           ...(1) 
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3.2.4 Potek našega poskusa  
Poskus smo izvajali v skladu s postopkom OECD TG 201. Pri poskusu smo najprej iz 
založne kulture alge ali cianobakterije vzeli 20 µl vzorca in z Bürker-Türk števno komoro 
pod svetlobnim mikroskopom ugotovili koncentracijo celic založne kulture. S pridobljenim 
podatkom smo izračunali potreben volumen inokuluma, da je bila koncentracija celic ob 
začetku poskusa 104 celic/ml za alge in 105 celic/ml za cianobakterije. Nato smo izračunali 
kakšne volumne založnih raztopin testiranih spojin potrebujemo za naše testne 
koncentracije. Po navodilih OECD TG 201 je potrebno testno spojino testirati pri vsaj 5 
različnih koncentracijah, ki so v geometričnih zaporedjih s faktorjem, ki ni večji od 3,2 
(preglednica 6). Zatem smo dodali gojišče OECD, da smo dosegli končni volumen poskusa 
10 ml. Pri negativnih kontrolnih poskusih smo v gojišče dodali alge oz. cianobakterije, ne 
pa tudi testnih spojin. Pri kontroli s topilom pa smo kontroli dodali še DMSO, v takšni 
količini, kot je prisoten v najvišji koncentraciji DCP.  
 
Preglednica 6: Testirane koncentracije testnih spojin 
 Testne spojine 















Kontrola + topilo 
2,5 0,5 0,29 
5 1,5 0,92 
10 4,9 2,93 
20 15,6 9,38 
40 50 30 
 
Poskus smo izvajali v steklenih, sterilnih erlenmajericah s kovinskim pokrovčki, ki so 
omogočali pretok zraka. Končni volumen je bil 10 ml. 
 
 
Slika 7: Steklene erlenmajerice s kovinskimi pokrovčki, z različnimi koncentracijami DCP (Foto: Česen M.) 
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Slika 8: Potek poskusa v rastni komori na stresalniku (Foto: Česen M.)  
 
Inkubacija v rastni komori je potekala z osvetlitvenim ciklom svetloba:tema = 16:8h (luči 
Sylvania GRO-Lux F 18W/GRO-T8 z intenziteto svetlobe med 80 in 120 µE m-2 s-1), ob 
stalnem stresanju pri 80 rpm (GFL 3017, Burgwedel, Nemčija) in pri temperaturi 24 ± 2 
°C. Inkubacija je trajala 72h, pri čemer smo vsak dan odvzeli 50 µl vzorca kulture in s 
pretočnim citometrom preverili koncentracijo celic. Kljub relativno kratkemu času 
testiranja zamenjajo v času trajanja poskusa izbrani testni organizmi več generacij. 
 
Vsak poskus s tremi vzporednimi bučkami (ponovitvami, triplikati) smo izvedli vsaj 
trikrat. Poskus smo ponavljali, dokler nismo imeli vsaj treh veljavnih poskusov, ki so se 
skladali z OECD zahtevami. Poskus je veljal za veljavnega, če je izpolnjeval naslednje 
pogoje: 
 Število celice se mora tekom 72h povečati za vsaj 16 krat, kar ustreza specifični 
stopnji rasti vsaj 0,92 dan-1, 
 Koeficient variacije med posameznimi dnevi testa (dnevi 0-1, 1-2, 2-3) ne sme 
preseči 35 %, 
 Koeficient variacije za celoten test (dnevi 0-3) ne sme preseči 10 %. 
 
3.2.5 Ugotavljanje celične gostote s pretočno citometrijo 
Pretočna citometrija je metoda, ki nam omogoča enostavno in hitro štetje celic in 
ugotavljanje njihove velikosti. Vendar pa nam ta metoda ne omogoča vpogleda v 
morfološke lastnosti, kot je to možno z mikroskopijo. 
 
Pretočni citometer ima 3 sestavne dele, to so sistem tekočin, optični sistem in elektronski 
sistem: 
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 Sistem tekočin prenaša vzorec od mikrotitrske plošče ali epruvete do pretočne 
celice. Ko vzorec pride skozi pretočno celico, se prenese v odpadke. 
 Optični sistem vsebuje vzbujevalne svetlobne vire, leče, filtre in detektorski sistem, 
ki ustvarja električni impulz ob stiku s svetlobo. 
 Elektronski sistem električni tok pretvori v digitalne informacije in jih procesira. 
Pretočni citometer deluje tako, da vzorec, ki ga vstavimo v napravo, posrka v napravo, kjer 
ga združi z nosilno tekočino. Sistem tekočin nato celice v vzorcu organizira v ravno vrsto 
posameznih celic, ki potujejo naprej po sistemu, mimo laserskega snopa. Ko laserska 
svetloba posije na celico se del svetlobe odbije od celice, kar povzroči sipanje svetlobe. 
Del laserske svetlobe izseva tudi v obliki fluorescence. Sipano in izsevano svetlobo 
zaznata dva detektorja, FSC (fotodetektor postavljen v smeri svetlobnega vira – angl. 
Forward Angle Scatter) in SSC (fotodetektor postavljen pravokotno na vir svetlobe – ang. 
Side Angle Scatter). Detektorji nato podajo informacije elektronskemu sistemu, ki jih 
obdela in prikaže v nam razumljivi obliki (ThermoFisher, 2018). 
 
Naše vzorce smo pomerili s pretočnim citometrom MacsQuant (Milteny) z nastavitvami 
laserjev modri (FSC lin 500V, SSC lin 430V, B1 log4 448V, B2 hlog 661V, B3 hlog 
383V, B4 log4 806V), UV (V1 log4 580V, V2 log4 484V) in rdeči (R1 log4 300V, R2 
log4 608V). 
 
3.2.6 Statistična obdelava podatkov 
3.2.6.1 Stopnja rasti in koeficient variacije 
Iz pridobljenih rezultatov o dnevnih gostotah celic testiranih kultur smo izračunali stopnjo 
rasti z enačbo 2.  
 
𝜇 = (ln 𝑋0 − ln 𝑋𝑡)/𝑡                                                                      ...(2) 
 
µ - stopnja rasti 
X0 - koncentracija celic ob začetku poskusa 
Xt - koncentracija celic po koncu poskusa oz. po 3 dneh 
t - čas poskusa 
 
Stopnjo rasti smo izračunali za 3 vzporedne ponovitve vseh kontrol in koncentracij 
testiranih snovi. Nato smo izračunali povprečje 3 stopenj rasti vzporednih ponovitev in 
standardno deviacijo za vsako kontrolo in koncentracijo. Za kontrole smo stopnjo rasti 
izračunali tudi za vsak dan posebej, z namenom preverjanja ustreznosti testa. Iz 
izračunanih stopenj rasti smo izračunali koeficient variacije z enačbo 3. 
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𝐾𝑉 =  𝜇/𝑆𝐷                             ...(3) 
KV - koeficient variacije 
µ - stopnja rasti 
SD - standardna deviacija 
 
3.2.6.2 Izračun  odstotka inhibicije rasti kultur P. subcapitata in S. leopoliensis  
Odstotek inhibicije smo izračunali na podlagi stopenj rasti vzporednih ponovitev vseh 
koncentracij in kontrol z enačbo 4. Nato smo iz procentov inhibicije vzporednih ponovitev 
izračunali povprečen odstotek inhibicije.  
 
%𝐼 =  
𝜇𝑘− 𝜇𝑐
𝜇𝑘
 × 100                           …(4) 
 
%I - odstotek inhibicije 
µk - stopnja rasti kontrole 
µc - stopnja rasti različnih koncentracij testnih snovi 
 
3.2.6.3 Statistična analiza rezultatov 
Pridobljene podatke o inhibiciji rasti smo modelirali z nelinearno regresijsko analizo v 
statističnem programu Prism 5 (GraphPad Inc.), pri čemer smo uporabili enačbe 5, 6 in 7. 
Za analize smo uporabili vse meritve (vsaj 9 podatkov za vsako koncentracijo) in ne samo 
povprečja vzporednih ponovitev, saj nam je to omogočilo, da iz podatkov pridobimo čim 
več informacij.  Statistično signifikantnost (p < 0,05) učinkov v primerjavi s kontrolo smo 
ocenili z ne-parametričnim testom analize variance (ANOVA ali Kruskal-Wallis test) z 
Dunnett post-testom in 95 % intervalom zaupanja. Rezultati so predstavljeni grafično kot 
% inhibicije rasti v odvisnosti od koncentracij BPA in BPF (Sliki 18 in 19). 
 
log 𝐸𝐶𝐹 = log 𝐸𝐶50 + (1 𝑛𝑎𝑘𝑙𝑜𝑛⁄ ) × log(𝐹% (100 − 𝐹%))⁄                                       …(5) 
𝐹% = (𝑌 − 𝑑𝑛𝑜) (𝑣𝑟ℎ − 𝑑𝑛𝑜)⁄ × 100                                                                          …(6) 
𝑌 = 𝑑𝑛𝑜 + (𝑣𝑟ℎ − 𝑑𝑛𝑜) (1 + 10(log 𝐸𝐶50−𝑋)×𝑛𝑎𝑘𝑙𝑜𝑛))⁄                                                 …(7) 
 
ECF je koncentracija BPA/BPF, ki v razponu med najnižjim in najvišjim delom krivulje 
(dnom in vrhom) privede do odziva F%, npr. do EC50. Y predstavlja odstotek inhibicije 
rasti in X predstavlja logaritmirane efektivne koncentracije BPA oz. BPF. 
  
LOEC (najnižja koncentracija pri kateri so opazni učinki – angl. lowest observed effect 
concentration) je najnižja testirana koncentracija pri kateri se pojavijo statistično značilne 
razlike v primerjavi s kontrolo. NOEC (koncentracija pri katerih ni opaznih učinkov – angl 
no observed effect concentration) je naslednja testirana koncentracija, ki je nižja od LOEC 
in pri kateri ni statistično značilnih razlik v primerjavi s kontrolo (p < 0,05). 
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3.2.7 Merjenje fotosintezne aktivnosti celic P. subcapitata in S. leopoliensis 
S pretočnim citometrom MacsQuant (Milteny) smo preverili fotosintezno aktivnost celic P. 
subcapitata in S. leopoliensis s primerjavo spektrov fotosintezno aktivnih pigmentov. 
Grafikone spektrov smo narisali s programom FlowJo 10.4.2 (FlowJo, LLC) s funkcijo 
histogram, s katero program izriše histogram, na katerem x-os predstavlja z barvili 
opredeljene valovne dolžine svetlobe, na y-osi pa število dogodkov (celic), ki so bili 
zaznani pri določeni valovni dolžini. Za prikaz na x-osi smo si izbrali barvilo PerCP-
Vio700 (Milteny), ki absorbira svetlobo pri 488 nm in oddaja fluorescenco pri valovnih 
dolžinah med 655 in 750 nm ter je najbližje valovnim dolžinam avtofluorescence alg in 
cianobakterij.  
 
3.2.8 Analiza razgradnje BPA in BPF 
Da bi naš poskus ustrezal OECD standardom (OECD TG 201) smo morali preveriti 
koncentracijo BPA in BPF, ki se tekom poskusa ne sme zmanjšati za več kot 20 %, s čimer 
zagotovimo, da se pogoji tekom poskusa ne spremenijo. Na ta način smo posredno izmerili 
izgube BPA in BPF v času trajanja poskusa, ki bi jih lahko pripisali biotskim (razgradnja 
P. subcapitata in S. leopoliensis) in abiotskim faktorjem (fotorazgradnja, adsorpcija na 
mikroorganizme in stene vsebnikov).  
 
3.2.8.1 Priprava vzorcev 
Da bi zagotovili pravilne zaključke glede vpliva BPA in BPF na alge in cianobakterije, 
smo zato analizirali tudi koncentracije BPA in BPF: 
- Založni raztopini BPA in BPF, 
- Testne mešanice za biotski razpad (BPA in BPF z algo in cianobakterijo), 
- Testne mešanice za abiotski razpad (BPA in BPF brez alg in cianobakterij), 
- Kontroli (alga in cianobakterija brez BPA in BPF). 
 
Z abiotskimi vzorci smo preverjali, če prihaja do razgradnje BPA ali BPF zaradi svetlobe, 
prisotnosti algnega medija in mešanja, v odsotnosti mikroorganizmov. Delo smo opravili v 
okviru sodelovanja v projektno nalogo L175444, na Odseku za znanosti o okolju Instituta 
Jožef Stefan v skupini za Organsko analizo. 
 
Vzorce smo inkubirali pri enakih pogojih kot med poskusom (poglavje 3.2.4), v treh 
paralelnih ponovitvah, vendar smo tokrat testirali le eno koncentracijo BPA (5 mg/l) in eno 
koncentracijo BPF (3 mg/l). Pred in po koncu poskusa smo iz vsakega vzorca odvzeli 2 ml. 
Te smo s pomočjo brizgalke prefiltrirali skozi 0,2 µm filter, s čemer smo iz vzorca 
odstranili testirane mikrobe (Phenomenex; Regenerated cellulose). 0,5 ml prefiltriranega 
vzorca smo nato odpipetirali v 10 ml merilno bučko in z gojiščem OECD razredčili do 
oznake. Tako smo pri vzorcih z BPA dobili koncentracijo 250 ng/l in 150 ng/l za BPF. 
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Nato smo odpipetirali 100 µl teh koncentracij v stekleno vialo in dodali 25 µl internega 
standarda s koncentracijo 1 µg/ml. Vzorce v vialah smo zatem posušili s prepihovanjem z 
dušikom ter derivatizirali s 50 µl piridina in 50 µl BSTFA, pri 80 °C za 16h. Delali smo v 
treh paralelnih ponovitvah.  
 
3.2.8.2 Derivatizacija 
Pogoj za uspešno plinsko kromatografijo je hlapnost preučevanih spojin. Struktura analita 
močno vpliva na njegovo hlapnost in posledično na uspešnost plinske kromatografije. 
Proces derivatizacije je postopek, s katerim spremenimo analit in njegovo hlapnost, pri s 
čemer omogočimo njegovo zaznavo s plinsko kromatografijo ter kromatografsko ločitev. 
Produkti derivatizacije so derivati, ki imajo podobno, vendar ne enako, strukturo kot 
začetni analiti. Struktura analita močno vpliva na njegovo sposobnost uplinjenja in 
posledično na uspešnost plinske kromatografije. Derivatizacijske reakcije lahko v 
splošnem razdelimo na tri različne reakcije: alkilacijo, acilacijo in silalcijo (Orata, 2012).  
 
Za naš postopek derivatizacije smo uporabili silacijsko reakcijo z reagentom N,O-
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) in topilom piridinom (Slika 9). Ta je 
najpogosteje uporabljeno topilo pri silacijskih reakcijah. Topilo potrebujemo, ker smo pred 
tem vzorec popolnoma posušili s prepihovanjem z dušikom, saj voda hidrolizira BSTFA.  
 
 
Slika 9: Postopek derivatizacije BPA z BSTFA (Montagner in sod., 2012) 
3.2.8.3 Plinska kromatografija 
Vsebnost BPA in BPF v vzorcih smo izmerili s plinsko kromatografijo na Institutu Jožef 
Štefan v Ljubljani. Plinska kromatografija je pogosta oblika kromatografije, s katero 
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ločujemo snovi, ki jih lahko uplinimo brez uničenja. Vzorec, ki ga želimo analizirati, z iglo 
vbrizgamo v injektor kromatografa (to lahko stori tudi kromatograf sam, s samodejnim 
injiciranjem). Skozi dovodno linijo injektorja prihaja nosilni plin, ki predstavlja mobilno 
fazo (najpogosteje za mobilno fazo uporabimo inertne pline, kot so dušik, argon, helij ali 
ogljikov dioksid). V injektorju se nahaja tudi začetek kolone. Kolona je v notranjosti 
prevlečena s tekočo ali trdno stacionarno fazo. Stacionarna faza je pogosto narejena na 
osnovi silicija, vendar obstajajo še številne druge snovi, ki se uporabljajo pri izdelavi. Od 
vrste stacionarne faze in pretoka nosilnega plina skozi kolono je odvisna hitrost, s katero 
spojina potuje skozi kolono. Interakcije med preučevano spojino in stacionarno fazo 
namreč upočasnjujejo hitrost potovanja spojine in podaljšujejo čas potreben za prehod 
skozi kolono, t.i. retencijski čas (Somogyi, 2008). Plinska kromatografija omogoča več 
različnih detektorjev, kot so plamensko ionizacijski, toplotno prevodni, detektor na zajetje 
elektronov in drugi (Hartmann, 1971).  
 
Vzorce smo analizirali z Agilent 7890B plinskim kromatografom s 5977A masno 
spektrometričnim detektorjem (Agilent). Separacija je bila dosežena s kapilarno kolono 
HP-5 MS (30m x 0,25mm x 0,25mm, Agilent) z uporabo helija kot nosilnega plina. 
Vbrizgali smo 1 µl vzorca v ''splitless'' načinu delovanja. Temperaturni program plinskega 
kromatografa je podan v preglednici 7. Razmerje masa/naboj (m/z) in retencijski čas (tr) 
ioniziranih molekul, s katerimi smo določali koncentracijo testiranih snovi so zapisani v 
preglednici 8. 
 
Preglednica 7: Temperaturni program plinskega kromatografa 
Tzačetna [°C] Sprememba T [°C/min] Tkončna [°C] Čas [min] 
120  120 0 
120 20 200 6 
120 10 150 11 
 
Preglednica 8: Razmerja masa/naboj (m/z) in retencijski čas (tr) ioniziranih molekul 
 m/z1 m/z2 m/z3 tr 
BPA 339 357 372 10,87 
BPA-d16 217 368 386 10,72 
BPF 179 329 344 10,22 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1  RAST KULTUR P. SUBCAPITATA IN S. LEOPOLIENSIS 
Vpliv BPA in BPF na rast P. subcapitata in S. leopoliensis smo preverili pri petih različnih 
koncentracijah v skladu s testom inhibicije rasti OECD TG 201. Kulture alg in 
cianobakterij so zaradi dodatka BPA in BPF rasle počasneje (Slika 10 in 11). Zaradi lažje 
preglednosti na grafikonih nismo dodali intervalov napak. Koeficient variacije med tremi 
ponovitvami v vsakem eksperimentu je pri BPA znašal 2-4 % in 6-8 % za P. subcapitata in 
S. leopoliensis. Pri BPF pa so koeficienti variacije bili 10 % in 5-6 % za P. subcapitata in 
S. leopoliensis. 
 
























































Kontrola 0,5 mg/l 1,5 mg/l 4,9 mg/l 15,6 mg/l 50 mg/l
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Zaradi prekrivanja širokih intervalov napake (ki na grafikonih niso prisotni) ni možno 
sklepati kako različne koncentracija BPA v začetnih dneh vplivajo na rast P. subcapitata  
in S. leopoliensis. Kljub temu pa je jasno, da, višja kot je koncentracija BPA, nižja je 
koncentracija celic po 72h. Pri P. subcapitata je opazno, da celična gostota pri najvišjih 
koncentracijah (15,6 in 50 mg/l) začne padati po 24h in je najnižja po 48h, nato pa 
ponovno začne rasti. Celice so se po dveh dneh najverjetneje prilagodile na stres, kar jim je 
omogočilo povečanje celične gostote. Pri S. leopoliensis se padec celične gostote pojavi 
šele drugi dan in se tekom poskusa ne dvigne več (Slika 10). 
 

























































Kontrola 0,29 mg/l 0,92 mg/l 2,93 mg/l 9,38 mg/l 30 mg/l
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BPF na P. subcapitata in S. leopoliensis vpliva podobno kot BPA. Najvišji koncentraciji, 
9,38 in 30 mg/l, vidno negativno vplivata na rast celic, medtem ko nižje koncentracije BPF 
v primerjavi s kontrolnim poskusom nimajo vpliva na celice. Za razliko od BPA je BPF na 
rast negativno vplival že takoj od začetka poskusa. Rast se je začela dvigovati že po prvem 
dnevu poskusa (Slika 11). 
 
Na slikah 10 in 11 lahko vidimo tudi, da so celice v kontroli uspešno rastle in da se je 
tekom 72 ur njihovo število na ml povečalo vsaj 16 krat, s čimer je bil izpolnjen eden 
izmed kriterijev veljavnosti testa. Na podlagi pridobljenih podatkov smo nato izračunali 
odstotke inhibicije rasti, ki so podani v poglavju 4.2. 
 
4.2  INHIBICIJA RASTI 
Inhibicijo rasti smo izračunali z enačbo 4, kot je opisano v poglavju 3.2.6.2. BPA povzroča 
inhibicijo rasti pri koncentracijah višjih od 15,6 mg/l za P. subcapitata in višjih od 1,5 mg/l 
za S. leopoliensis (Slika 12). BPF povzroča podobno inhibicijo kot BPA; najnižja 





Slika 12: Inhibicija rasti P. subcapitata in S. leopoliensis v OECD mediju z BPA. Intervali napake 
predstavljajo standardno deviacijo 
 
Na sliki 12 lahko vidimo, da pri P. subcapitata pri koncentracijah med 0,5 in 4,9 mg/l 
zaradi širokih intervalov napake ni možno reči, da koncentracije BPA v tem rangu 
povzročajo različne procente inhibicije. Vendar je iz grafikona razvidno, da najvišji 
testirani koncentraciji (15,6 in 50 mg/l) bolj inhibirata rast kot najnižja koncentracija BPA.  




















P. subcapitata S. leopoliensis
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koncentraciajh višjih od 1,5 mg/l in se viša z višanjem koncentracije BPA. P. subcapitata  
in S. leopoliensis sta tako bolj občutljiva na prisotnost BPA kot Chlamydomonas mexicana, 
katere rast je pri koncentraciji 50 mg/l bila inhibirana le 18 %. Rast Chlorella vulgaris pa 
je pri isti koncentraciji znašala kar 85 % (Ji in sod., 2014). Naši rezultati kažejo, da nižje 
koncentracije BPA morda lahko tudi povečajo rast celic, kar je razvidno tudi iz rezultatov 
Li in sod. (2009), kjer je koncentracija 3 mg/l na S. hantzschii imela pozitiven vpliv. Pri 




Slika 13: Inhibicija rasti P. subcapitata in S. leopoliensis v OECD mediju z BPF. Intervali napake 
predstavljajo standardno deviacijo 
 
Tudi pri BPF zaradi širokih intervalov napake med nižjimi koncentracijami (0,3 – 2,9 
mg/l) ni možno razlikovati med njihovim vplivom na inhibicijo rasti (Slika 13). Vendar pa 
je, podobno kot pri BPA, vidno, da najvišje koncentracije BPF (9,4 in 30 mg/l) bolj 
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4.3  REZULTATI NELINEARNE REGRESIJSKE ANALIZE – VREDNOSTI ECx 
S programom Prism 5 (GraphPad Inc.) smo na podlagi podatkov o inhibiciji izvedli 
nelinearno regresijsko analizo in pridobili podatke o EC5, EC10, EC20, EC50 EC90, NOEC in 
LOEC, ki so podani v preglednici 9. 
 
Preglednica 9: EC vrednosti BPA in BPF 
 P. subcapitata S. leopoliensis 
 BPA BPF BPA BPF 
EC5 (mg/l) 1,4 6,9 0,4 1,5 
EC10 (mg/l) 2,1 7,4 0,8 2,0 
EC20 (mg/l) 3,2 8,1 1,5 2,8 
EC50 (mg/l) 6,8 9,2 4,8 5,2 
EC90 (mg/l) 22,3 11,2 28,6 13,2 
NOEC (mg/l) 4,9 2,9 0,5 2,9 
LOEC (mg/l) 15,6 9,4 1,5 9,4 
 
Rezultati kažejo, da ima na rast P. subcapitata in S. leopoliensis BPA večji vpliv kot BPF. 
To dokazujejo vrednosti EC5 do EC50 (Preglednica 9); manjši kot je EC, večji je učinek. To 
se spremeni pri EC90, kjer so vrednosti pri BPF ~2x nižje kot pri BPA. To kaže, da so pri 
EC90 potrebne manjše količine BPF, kot BPA, da se učinek pozna na mikrobni populaciji.  
 
Naše raziskave so pokazale, da je BPA manj škodljiv za P. subcapitata, kot je bilo znano 
do sedaj, saj so naše EC50 in NOEC vrednosti (6,8 in 4,9 mg/l) višje od do sedaj 
objavljenih rezultatov (Alexander in sod., 1988; Guo in sod., 2015). Kljub temu, pa naši 
rezultati kažejo, da je P. subcapitata bolj občutljiva na BPA kot druge zelene alge katerih 
EC50 vrednosti se gibajo med 20 in 89 mg/l (Ji in sod., 2014; Tišler in sod., 2016; Zhang in 
sod., 2014). Naše dobljene vrednosti so bolj podobne vrednostim, ki so bile dokazane za 
diatomeje in so med 4 in 9 mg/l (Alexander in sod., 1988; Liu in sod., 2010; Guo in sod., 
2015, Li in sod., 2009; Zhang in sod., 2014).  
 
Analiza nelinearne regresije je pokazala koncentracijsko odvisnost: višja kot je 
koncentracija BPA, večja je inhibicija rasti (Slika 14). Pri P. subcapitata je variabilnost 
meritev večja, vendar kljub temu, najvišji koncentraciji (15,6 in 50 mg/l) povzročata 
statistično značilno inhibicijo. Variabilnost meritev je pri S. leopoliensis manjša, statistično 
značilna razlika se pojavi od koncentracije 1,5 mg/l naprej. S slike lahko razberemo, da za 
P. subcapitata  LOEC in NOEC znašata 15,6 in 4,9 mg/l, za S. leopoliensis pa 1,5 in 0,5 
mg/l. Naši rezultati tako kažejo, da BPA, glede na uredbo EU št. 1272/2008, spada med 
kronično nevarne snovi skupine 2, za primarne proizvajalce v vodnih okoljih (Regulation 
EC No. 1272/2008 …, 2008). 
 
Podobno kot pri BPA tudi pri učinkih BPF opazimo koncentracijsko odvisnost: višje 
koncentracije BPF povzročajo večjo inhibicijo rasti (Slika 15). Statistično značilna razlika 
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za BPF je 4,9 mg/l za P. subcapitata, kot tudi za S. leopoliensis. Naša EC50 vrednost za 
izbrano cianobakterijo znaša 4,9 mg/l, vendar zaenkrat še ni drugih študij, ki bi preučevale 
vpliv BPF na rast cianobakterij. S slike lahko razberemo, da za P. subcapitata  LOEC in 
NOEC znašata 9,4 in 2,9 mg/l, za S. leopoliensis pa 9,4 in 2,9 mg/l. 
 
 
Slika 14: Inhibicija rasti narisna s programom Prism 5 za P. subcapitata (A) in S. leopoliensis (B) v OECD 
mediju z BPA. Podatki predstavljajo srednje vrednosti in 95 % interval zaupanja. Zvezdice predstavljajo 
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Slika 15: Inhibicija rasti narisana s programom Prism 5 za P. subcapitata (A) in S. leopoliensis (B) v OECD 
mediju z BPF. Podatki predstavljajo srednje vrednosti in 95 % interval zaupanja. Zvezdice predstavljajo 
statistične razlike v primerjavi s kontrolo glede na ANOVA test in Dunnett post test. 
 
Rezultati naših testiranj kažejo, da je BPF, z EC50 vrednostjo 9,2 mg/l  bolj škodljiv za 
zelene alge, kot je bilo do sedaj sprejeto (Tišler in sod., 2016). Podobno kot pri BPA, tudi 
za BPF, razen naših rezultatov (EC50 = 5,2 mg/l), ne obstajajo podatki o vplivu na rast 
cianobakterij. Sodeč po naših rezultatih BPF s svojimi EC50 vrednostmi v območju med 1 
in 10 mg/l, prav tako kot BPA, spada med kronično nevarne snovi skupine 2, za primarne 
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4.4  VPLIV BPA IN BPF NA FOTOSINTEZNO AKTIVNOST KULTUR P. 
SUBCAPITATA  IN S. LEOPOLIENSIS 
Fotosintezno aktivnost izbrane alge in cianobakterije smo preverjali s primerjavo spektrov 
fotosintezno aktivnih pigmentov s pomočjo pretočnega citometra. Za prikaz na x-osi smo 
si izbrali barvilo PerCP-Vio700 (Milteny), ki absorbira svetlobo pri 488 nm in oddaja 
fluorescenco pri valovnih dolžinah med 655 in 750 nm ter je najbližje valovnim dolžinam 
avtofluorescence alg in cianobakterij. Pigmenti, ki se odzivajo pri teh valovnih dolžinah, so 
predvsem klorofili, vendar pa gre za arbitrarne enote intenzitete fluorescence, zato so ti 
rezultati primerljivi le med seboj, med kontrolnimi in tretiranimi vzorci, ne pa tudi z 





Slika 16: Primerjava vpliva BPA na spekter fotosinteznih pigmentov P. subcapitata in S. leopoliensis, 
narisanih s programom FlowJo. X-os predstavlja valovne dolžine barvila PerCP-Vio700, ki absorbira 
svetlobo pri 488 nm (simulacija avtofluorescence fotosinteznih pigmentov). Na y- osi je število celic 
zaznanih pri specifični valovni dolžini. 
 
Primerjava spektrov fotosinteznih pigmentov kaže, da najvišji koncentraciji BPA, 15,6 in 
50 mg/l, negativno vplivata na fluorescenčno aktivnost kulture (število celic, ki fluorescira) 
(Slika 16). Rezultati S. leopoliensis so skladni s pričakovanji, saj se fluorescencčna 
aktivnost zmanšuje skupaj z naraščanjem koncentracije BPA. Pri teh valovnih dolžinah 
BPA povzroča nastanek le enega višjega vrha na grafikonu spektrov in nekaj manjših, še 
posebej pri S. leopoliensis. 
 
BPF ima na fotosintezno aktivnost podoben vpliv kot BPA (Slika 17). Zanimivo je, da 0,29 
mg/l BPF sodeč po grafikonu negativno vpliva na fluorescenco pigmentov P. subcapitata, 
          P. subcapitata                                                 S. leopoliensis 
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kar ni pričakovano, glede na vrednosti ECx. Najvišji koncentraciji BPF sta imeli viden 





Slika 17: Primerjava vpliva BPF na spekter fotosinteznih pigmentov P. subcapitata in S. leopoliensis, 
narisanih s programom FlowJo. X-os predstavlja valovne dolžine barvila PerCP-Vio700, ki absorbira 
svetlobo pri 488 nm. Na y- osi je število celic zaznanih pri specifični valovni dolžini. 
 
Površine vrhov na grafikonih niso statistično ovrednotene, zato tudi ni mogoče ugotoviti 
statistično značilne razlike med vplivi različnih koncentracij BPA in BPF. Kljub temu, pa 
so razlike med vrhovi najnižjih in najvišjih koncentracij vidne na oko, kar se sklada z 
rezultati našimi rezultati inhibicije rasti in rezultati nelinearne regresijske analize. Naše 
ugotovitve se skladajo z rezultati Gattullo in sod. (2012), ki so pokazali, da količina 
klorofila a pri Monoraphidium braunii začne padati pri koncentracijah BPA nad 1 mg/l. Pri 
koncentracijah nad 4 mg/l začne prisotnost klorofila a močno upadati, kar vidimo tudi pri 
naših rezultatih S. leopoliensis.  Li in sod. (2009) so prav tako pokazali, da BPA že pri 1 
mg/l negativno vpliva na koncentracijo klorofila. Vendar določene vrste alg, kot so C. 
vulgaris in C. mexicana prenesejo koncentracije vse do 10 mg/l, ne da bi prišlo do 
zmanjšanja količine klorofila (Ji in sod., 2014).  
 
4.5 ABIOTSKA IN BIOTSKA RAZGRADNJA RAZTOPINE BPA IN BPF MED 
TRIDNEVNIM POSKUSOM 
Po tridnevnem poskusu so rezultati pokazali 8,5 % abitoske razgradnje v primeru BPA 
(Preglednica 10). Sodeč po sorodnih raziskavah (Hirooka in sod., 2003, 2005) je 
zmanjšanje koncentracije BPA najverjetneje posledica svetlobne razgradnje. Procesa 
adsorpcije in akumulacije prispevata zanemarljiv delež (Eio in sod., 2015; Ji in sod., 2014; 
                           P. subcapitata                                               S. leopoliensis 
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Hirooka in sod., 2005), zato smo zmanjšanje koncentracije v prisotnosti alg ali 
cianobakterij pripisali biotski razgradnji. Razgradnja v prisotnosti P. subcapitata je znašala 
21,2 % za  BPA in 13,2 % za BPF, pri S. leopoliensis pa 10,8 % za BPA in 6,9 % za BPF. 
 
Preglednica 10: Odstotki razgradnje BPA in BPF  
 BPA BPF 
Abiotska razgradnja 8,5 ± 7,3 % -4,7 ± 5,6 % 
P. subcapitata 21,2 ± 15,0 % 13,2 ± 6,8 % 
S. leopoliensis 10,8 ± 5,7 % 6,9 ± 5,3 % 
 
Naša raziskava je potekala le 3 dni, zaradi česar so rezultati abiotske razgradnje BPA 
neprimerljivi z drugimi raziskavami, ki so potekale dlje časa. V naših poskusih se je 
abiotsko razgradilo le 8,5 % BPA od začetnih 5 mg/l, kar je manj od deleža abiotske 
razgradnje v objavljeni literaturi, kjer se je pri isti koncentraciji razgradilo 15,5 % BPA (Ji 
in sod., 2014) in 21,5 % (Li in sod., 2009), vendar sta ti raziskavi potekali 10 in 16 dni, kar 
onemogoča direktno primerjavo teh rezultatov z našimi. Literaturni podatki kažejo, da je 
razgradnja lahko visoka tudi pri višjih koncentracijah in lahko doseže tudi > 20 % pri 
koncentraciji 50 mg/l (Eio in sod., 2015), vendar je tudi v tem primeru poskus potekal dlje 
časa (7 dni), kot naš eksperiment.  
 
Naši rezultati kažejo tudi, da izbrana alga in cianobakterija slabše razgrajujeta BPA v 
primerjavi z drugimi algami. Pri naših poskusih (začetna koncentracija 5 mg/l) se je 
namreč biotsko razgradilo le 12,7 % BPA v gojišču z P. subcapitata, kar je bistveno manj 
od drugih zelenih alg, ki so zmožne pri podobnih koncentracijah in v istem časovnem 
okvirju razgraditi tudi več kot 90 % začetne količine BPA (Hirooka in sod., 2003). Tudi pri 
višjih koncentracijah, kot so npr. 50 mg/l, je Chlorella sorokiniana v 7 dneh razgradila 
20,7 % začetne količine BPA (Eio in sod., 2015). Tudi naša izbrana cianobakterija, S. 
leopoliensis je razgrajevala slabše kot druge vrste cianobakterij. Pri začetni koncentraciji 3 
mg/l se je biotsko razgradilo le 2,3 % BPA, kar je desetkrat manj, kot je sposobna 
razgraditi Anabaena variabilis pri začetni koncentraciji 9,1 mg/l, kljub temu, da je bil naš 
čas inkubacije 4 dni krajši (Hirooka in sod., 2003).   
 
Naši rezultati niso pokazali abiotske razgradnje BPF, ne moremo pa jih primerjati z 
rezultati drugih študij, ker teh zaenkrat ni na voljo. Prav tako v času pisanja te naloge 
nismo našli drugih podatkov o biotski razgradnji BPF. Zaradi podobne strukture BPF in 
BPA bi pričakovali, da bodo rezultati razgradnje podobni, kar velja v primeru biotske 
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(a) Z našimi raziskavami lahko potrdimo prvo delovno hipotezo, da izbrani bisfenoli 
inhibirajo rast evkariontskih mikroalg in cianobakterij (EC50 < 10 mg/l): 
 BPA negativno vpliva na rast P. subcapitata pri koncentracijah višjih od 15,6 mg/l 
(EC50 = 6,8 mg/l, NOEC 4,9 mg/l). 
 BPA negativno vpliva na rast S. leopoliensis pri koncentracijah višjih od 1,5 mg/l 
(EC50 = 4,8 mg/l, NOEC = 0,5 mg/l). 
 BPF negativno vpliva na rast P. subcapitata pri koncentracijah višjih od 9,4 mg/l 
(EC50 = 9,2 mg/l, NOEC = 2,9 mg/l). 
 BPF negativno vpliva na rast S. leopoliensis pri koncentracijah višjih od 9,4 mg/l 
(EC50 = 5,2 mg/l, NOEC = 2,9 mg/l). 
 BPA ima na P. subcapitata in S. leopoliensis večji negativni vpliv kot BPF 
 BPA in BPF na S. leopoliensis vplivata bolj negativno kot na P. subcapitata 
Na podlagi ekotoksikoloških podatkov (EC50) iz te študije lahko zaključimo, da BPA in 
BPF spadata po uredbi EU št. 1272/2008 v skupino kronično nevarnih snovi kategorije 2 
za primarne proizvajalce v vodnih okoljih. 
 
(b) Pri našem poskusu ob prisotnosti zelenih alg ali cianobakterij po treh dneh ni prišlo do 
zmanjšanja bisfenolov za tretjino začetne koncentracije, kot je predpostavljala naša druga 
hipoteza, zaradi česar jo lahko zavržemo: 
 P. subcapitata lahko v 72 h pri danih eksperimentalnih pogojih razgradi 21,2  % 
BPA, pri začetni koncentraciji 5 mg/l (od tega abiotska razgradnja prispeva 8,5 %). 
 P. subcapitata lahko v 72 h pri danih eksperimentalnih pogojih razgradi 13,2 % 
BPF, pri začetni koncentraciji 3 mg/l. 
 S. leopoliensis lahko v 72 h pri danih eksperimentalnih pogojih razgradi 10,8 % 
BPA, pri začetni koncentraciji 5 mg/l (od tega abiotska razgradnja prispeva 8,5 %). 
 S. leopoliensis lahko v 72 h pri danih eksperimentalnih pogojih razgradi 6,9 % 
BPF, pri začetni koncentraciji 3 mg/l. 
 P. subcapitata bolje razgrajuje BPA in BPF kot S. leopoliensis. 
 BPA je s strani P. subcapitata in S. leopoliensis bolj razgradljiv kot BPF. 
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Namen našega dela je bil raziskati toksični vpliv bisfenola A in bisfenola F na rast in 
fotosintezno aktivnost za evkariontske mikroalge Pseudokirchneriella subcapitata, in 
prokariontske cianobakterije  Synechococcus leopoliensis ter ugotoviti, kako uspešno 
izbrane mikroalge in cianobakterije razgrajujejo testirana bisfenola.  
 
Naše delo je potekalo skladno s standardnim testom OECD TG 201 (2011) tako, da smo 
celice gojili v različnih koncentracijah BPA in BPF ter nato s pretočnim citometrom vsak 
dan merili gostoto celic v gojišču. S pretočnim citometrom smo zasledovali rast in posneli 
spektre fotosintezno aktivnih pigmentov. Iz podatkov o celični gostoti smo izračunali 
stopnjo rasti in inhibicije. Poleg tega smo testirali tudi razgradnjo izbranih bisfenolov v 
vodni raztopini med tridnevnim poskusom. 
 
Rezultati so pokazali, da se z večanjem koncentracij BPA in BPF veča tudi inhibicija rasti. 
Podobne rezultate smo dobili tudi z analizo spektrov aktivnih fotosinteznih pigmentov. Ti 
so namreč pokazali, da se količina pigmentov v splošnem manjša skupaj z večanjem 
koncentracije bisfenolov. Razen pri P. subcapitata, kjer količina pigmentov pri najmanjših 
koncentracijah BPA in BPF presega vrednosti kontrole.  
 
Z nelinearno regresijsko analizo smo izmerili vrednosti EC50, ki za P. subcapitata znaša 
6,8 za BPA in 9,2 mg/l za BPF. Pri S. leopoliensis je EC50 4,8 za BPA in 5,2 mg/l za BPF. 
Iz teh podatkov je razvidno, da je cianobakterija, v primerjavi z mikroalgo, bolj občutljiva 
na testirani spojini ter da je BPA bolj strupen kot BPF. To se spremeni pri EC90, kjer so 
vrednosti pri BPF približno pol manjše kot pri BPA. Ti rezultati so potrdili našo prvo 
hipotezo, da izbrani bisfenoli inhibirajo rast evkariontskih mikroalg in cianobakterij (EC50 
< 10 mg/l). 
 
Preučevali pa smo tudi stabilnost izbranih bisfenolov v mikrobnih kulturah in v gojiščih 
brez njih. V gojišču z BPA brez prisotnosti kulture se je med abiotskim poskusom 
koncentracija bisfenola zmanjšala do 8,5, kar na podlagi drugih raziskav pripisujemo 
fotorazgradnji (Eio in sod., 2015; Ji in sod., 2014). V gojišču z BPF do abiotske razgradnje 
pri danih eksperimentalnih pogojih ni prišlo. Ker so druge študije pokazale (Eio in sod., 
2015; Ji in sod., 2014; Hirooka in sod., 2005), da do adsorpcije in akumulacije prihaja le v 
zelo malih količinah, smo zmanjševanje količine bisfenolov, ki ni bila posledica abiotske 
razgradnje, pripisali biotski razgradnji. Med testiranima mikroboma mikroalga bolje 
razgrajuje kot cianobakterija, vendar v razgradnji med bisfenoloma ni večje razlike. Ta 
znaša 21,2 % za BPA in 13,2 % za BPF. Pri S. leopoliensis so razlike nekoliko večje, 
razgradilo se je 10,8 % BPA in 6,9 % BPF. Naša druga hipoteza, da se bodo koncentracije 
izbranih bisfenolov ob prisotnosti zelenih alg ali cianobakterij po treh dneh v povprečju 
zmanjšajo vsaj za tretjino, se tako ni izkazala za pravilno. 
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Povzamemo lahko, da je učinek BPA in BPF v vodnih okoljih zelo pomemben, saj naši 
rezultati kažejo, da bisfenol A in F negativno vplivata na primarna producenta P. 
subcapitata in S. leopoliensis ter posledično tudi na druge trofične ravni v vodnih okoljih 
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